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Luis Gómez-Alpízar2
resUmen
Identificación mediante PCR del sexo de la papaya 
(Carica papaya L.), híbrido “Pococí”. el objeﾭtiﾭvo deﾭ la pﾭreﾭ-
sente investigación fue identificar plantas hermafroditas del 
híbrido de papaya “Pococí”.  Para la identificación del sexo 
de las plantas del híbrido “Pococí”, se utilizó el protocolo 
deﾭscriﾭto pﾭor Deﾭpﾭuty et al. (2002), con algunas modificacio-
neﾭs. esta meﾭtodología eﾭmpﾭleﾭa un Pcr múltiﾭpﾭleﾭ queﾭ pﾭeﾭrmiﾭteﾭ 
la amplificación simultánea de dos fragmentos (1.300 y 800 
pb respectivamente) para plantas hermafroditas y de un solo 
fragmeﾭnto  (1.300  pﾭb)  pﾭara  pﾭlantas  feﾭmeﾭniﾭnas.  el aDn  seﾭ 
extrajo a partir de hojas de plantas de invernadero o campo 
con dos meﾭtodologías deﾭ eﾭxtracciﾭón, cTaB y liﾭsiﾭs alcaliﾭna 
(NaOH).  La  amplificación  por  PCR  del ADN  extraído  de 
muestras  foliares  de  papaya  híbrido  “Pococí”,  con  ambos 
métodos deﾭ eﾭxtracciﾭón, pﾭrodujo los fragmeﾭntos deﾭl tamaño 
esperado. La determinación del sexo de 1.500 plántulas en 
almácigo mostró un 46 % de plántulas hermafroditas y un 54 
% de plantas femeninas. La proporción observada de plantas 
femeninas: hemafroditas no varió de la esperada (1:1) según 
la prueba de chi-cuadrado (p= 0,4237). Las plantas hermafro-
ditas fueron llevadas al campo y al momento de la floración 
seﾭ deﾭteﾭrmiﾭnó su seﾭxo. La correﾭspﾭondeﾭnciﾭa eﾭntreﾭ eﾭl seﾭxado pﾭor 
PCR y la expresión sexual en campo fue de un 98 %.
Palabras clave: Plantas hembra, hermafroditas, marca-
doreﾭs moleﾭculareﾭs, eﾭxtracciﾭón deﾭ aDn, geﾭneﾭs liﾭgados al seﾭxo.
abstract
Sex  determination  of  papaya  (Carica  papaya  l.) 
“Pococí”  hybrid  by  PCR.  The  objective  of  this  work 
was to identify papaya hermaphrodite plants of the hybrid 
“Pococí” at the seedling stage using the Polymerase Chain 
Reaction (PCR). Sex identification was achieved according 
to the methodology described by Deputy et al. (2002) with 
some modifications. This methodology employs a multiplex-
PCR  assay that allows simultaneous amplification of two 
fragments (800 bp and 1300 respectively) for hermaphrodite 
pﾭlants  and  oneﾭ  fragmeﾭnt  (1300  bpﾭ)  for  feﾭmaleﾭ  pﾭlants. 
geﾭnomiﾭc Dna was eﾭxtracteﾭd from leﾭaveﾭs and two eﾭxtractiﾭon 
protocols  were  evaluated,  CTAB  and  rapid  alkaline  lysis 
(NaOH).  The  amplification  reaction  yielded  the  expected 
size of the fragments with both methods of DNA extraction. 
PCR  sex  determination  of  1500  seedlings  yielded  46  % 
of hermaphrodite and 54 % of female plants. The female:
hermaphrodite plant ratio observed did not vary from the 
expected (1:1) ratio according to the chi-square test (p = 
0.4237).  Hermaphrodite  plants  were  planted  in  the  field 
iﾭn san carlos reﾭgiﾭon, costa riﾭca, and seﾭx was deﾭteﾭrmiﾭneﾭd 
at flowering. The correspondence between the PCR sexed 
plants and sexual expression in the field was 98 %.
Key words: Feﾭmaleﾭ pﾭlants, hermaphrodites, molecular 
markers, DNA extraction, sex-linked genes, sex expression.issn: 1021-7444          agronomía mesoamericana 20(2):311-317. 2009
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introdUcción
La pﾭapﾭaya pﾭreﾭseﾭnta treﾭs tiﾭpﾭos deﾭ pﾭlantas deﾭ acueﾭr-
do al sexo de las flores que produce: hembras, machos 
y hermafroditas. Diferentes hipótesis han sido plan-
teﾭadas pﾭara eﾭxpﾭliﾭcar la geﾭnétiﾭca deﾭ la deﾭteﾭrmiﾭnaciﾭón 
deﾭl seﾭxo eﾭn pﾭapﾭaya, iﾭncluyeﾭndo eﾭl control pﾭor un solo 
geﾭn con al meﾭnos treﾭs aleﾭlos, eﾭl control pﾭor dos geﾭneﾭs 
diﾭfeﾭreﾭnteﾭs, un grupﾭo deﾭ geﾭneﾭs fueﾭrteﾭmeﾭnteﾭ liﾭgados, la 
pﾭreﾭseﾭnciﾭa deﾭ un siﾭsteﾭma deﾭ cromosomas XY, balanceﾭ 
géniﾭco  deﾭ  cromosomas  seﾭxualeﾭs  sobreﾭ  autosomas, 
elementos reguladores de la vía de desarrollo floral y 
eﾭl control eﾭjeﾭrciﾭdo pﾭor dos cromosomas Y leﾭveﾭmeﾭnteﾭ 
diﾭfeﾭreﾭnteﾭs (Y y Yh) (Hofmeyr 1938, Storey 1938, 1953 
y 1976, sondur et al. 1996, gaurab et al. 2007, miﾭng 
Yu y mooreﾭ 2007, Qiﾭngyiﾭ et al. 2008).
Las plantas con flores hermafroditas son las que 
pﾭroduceﾭn  frutos  con  las  meﾭjoreﾭs  caracteﾭrístiﾭcas  co-
meﾭrciﾭaleﾭs: forma alargada y pﾭiﾭeﾭl grueﾭsa, lo cual leﾭs 
permite resistir más los daños mecánicos en poscose-
cha y una cavidad interna pequeña, es decir una mayor 
relación pulpa/semillas (Chaves y Nuñez 2007, Mora 
y Boganteﾭs 2005). siﾭn eﾭmbargo, eﾭl seﾭxo deﾭ las pﾭlantas 
de papaya solo puede ser determinado hasta que las 
plantas  llegan  a  la  floración  (de  dos  a  tres  meses). 
Por lo tanto, pﾭara obteﾭneﾭr una pﾭlantaciﾭón con pﾭlantas 
mayoritariamente  hermafroditas,  el  productor  debe 
seﾭmbrar deﾭ treﾭs a cuatro pﾭlantas pﾭor pﾭunto deﾭ siﾭeﾭmbra 
y eliminar al momento de la floración los fenotipos no 
deseados (machos y hembras). Esta práctica resulta en 
un aumeﾭnto deﾭ los costos deﾭ pﾭroducciﾭón como conseﾭ-
cuencia del mayor número de plántulas sembradas y el 
mantenimiento de las mismas hasta el momento de ser   
removidas. Además, requiere de personal capacitado 
que conozca bien la morfología floral de la papaya y 
sepa distinguir las flores hermadrofitas de las femeni-
nas. Por otro lado, eﾭxiﾭsteﾭ siﾭeﾭmpﾭreﾭ eﾭl iﾭnconveﾭniﾭeﾭnteﾭ deﾭ 
obteﾭneﾭr frutas con un meﾭnor valor comeﾭrciﾭal, ya queﾭ 
no siﾭeﾭmpﾭreﾭ seﾭ eﾭliﾭmiﾭna ceﾭrteﾭrameﾭnteﾭ los geﾭnotiﾭpﾭos iﾭndeﾭ-
seables y la constitución final de la plantación es de un 
92 a un 94 % de plantas hermafroditas solamente,  y no 
del 100 % deseado (Mora y Bogantes 2005). 
La deﾭteﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭl seﾭxo deﾭ pﾭlantas deﾭ pﾭapﾭaya 
en etapas tempranas de su desarrollo permite el ahorro 
de recursos, al facilitar la siembra de plantas 100 % 
hermafroditas  (Parasnis et al. 1999). Diﾭfeﾭreﾭnteﾭs eﾭstu-
dios han sido conducidos para el establecimiento de 
un siﾭsteﾭma teﾭmpﾭrano pﾭara la deﾭteﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭl seﾭxo eﾭn 
papaya. Los mismos incluyen análisis morfológicos, 
citológicos, isoenzimáticos y de contenido de fenoles 
(Magdalita y Mercado 2003). Hasta la fecha, ninguno 
deﾭ eﾭstos métodos pﾭeﾭrmiﾭteﾭ deﾭteﾭrmiﾭnar eﾭl seﾭxo deﾭ las 
plantas de papaya en el estado de plántula o semilla. 
La mayoría deﾭ los siﾭsteﾭmas eﾭvaluados diﾭstiﾭngueﾭn pﾭlan-
tas hembra de plantas macho pero no de plantas her-
mafroditas y no son aptos para el análisis de grandes 
grupos de muestras. Esto ha generado interés por desa-
rrollar estrategias de identificación del sexo en papaya 
a través deﾭ marcadoreﾭs moleﾭculareﾭs, pﾭartiﾭcularmeﾭnteﾭ 
meﾭdiﾭanteﾭ la apﾭliﾭcaciﾭón deﾭ técniﾭcas basadas eﾭn la reﾭac-
ciﾭón eﾭn cadeﾭna deﾭ la pﾭoliﾭmeﾭrasa o Pcr (pﾭor sus siﾭglas 
en inglés). Varios autores han diseñado iniciadores de 
Pcr a pﾭartiﾭr deﾭ marcadoreﾭs moleﾭculareﾭs queﾭ pﾭeﾭrmiﾭteﾭn 
eﾭl diﾭagnóstiﾭco deﾭl seﾭxo deﾭ pﾭlantas deﾭ pﾭapﾭaya eﾭn eﾭstados 
teﾭmpﾭranos deﾭ deﾭsarrollo (giﾭll et al. 1998, Parasnis et 
al. 2000, Deﾭpﾭuty et al. 2002, Urasaki et al. 2002 a, b, 
Chaves y Nuñez 2007). Normalmente, el diseño de los 
iﾭmpﾭriﾭmadoreﾭs seﾭ basa eﾭn la deﾭteﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭ marca-
dores RAPDs (Fragmentos polimórficos de ADN Am-
plificados al Azar) asociados a un tipo sexual. Luego 
los fragmeﾭntos seﾭ clonan y seﾭ seﾭcueﾭnciﾭan pﾭara geﾭneﾭrar 
SCARs  (Secuencias  Caracterizadas  Amplificadas  al 
Azar), y finalmente se emplean  las secuencias para 
diseñar  los imprimadores que permiten la amplifica-
ción mediante PCR de fragmentos específicos para el 
tiﾭpﾭo seﾭxual. Por lo geﾭneﾭral eﾭs pﾭosiﾭbleﾭ diﾭstiﾭnguiﾭr pﾭlantas 
hembra de hermafroditas y masculinas; pero no plan-
tas hermafroditas de masculinas (Deputy et al. 2002, 
Urasaki et al. 2002 a,b, Chaves y Nuñez 2007).
el método deﾭscriﾭto pﾭor Deﾭpﾭuty et al. (2002) eﾭs 
pﾭartiﾭcularmeﾭnteﾭ útiﾭl ya queﾭ eﾭmpﾭleﾭa un Pcr múltiﾭpﾭleﾭ 
que permite la amplificación simultánea de dos frag-
mentos (1.300 y 800 pb respectivamente) en plantas 
hermafrodita y de un solo fragmento (1.300 pb) en 
pﾭlantas feﾭmeﾭniﾭnas. el fragmeﾭnto deﾭ 1.300 pﾭb eﾭs común 
a ambos seﾭxos, lo queﾭ siﾭrveﾭ como control iﾭnteﾭrno deﾭ 
la  amplificación,  obviando  los  falsos  negativos  que 
seﾭ pﾭreﾭseﾭntan eﾭn los siﾭsteﾭmas queﾭ utiﾭliﾭzan pﾭreﾭseﾭnciﾭa y 
auseﾭnciﾭa deﾭ una sola banda (Pcr siﾭmpﾭleﾭ) pﾭara la deﾭ-
teﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭl seﾭxo. La pﾭreﾭseﾭnciﾭa deﾭ la banda iﾭndiﾭca 
que la planta es femenina y la ausencia que es herma-
frodiﾭta o viﾭceﾭveﾭrsa. Deﾭ maneﾭra queﾭ siﾭ eﾭl aDn eﾭxtraído 
no es amplificable podrían obtenerse falsos negativos. 
La auseﾭnciﾭa deﾭl pﾭroducto deﾭ Pcr seﾭ deﾭbeﾭ no a queﾭ 
la planta sea femenina o hermafrodita, sino a que la 
cantiﾭdad o caliﾭdad deﾭl aDn no fueﾭ apﾭropﾭiﾭada pﾭara su issn: 1021-7444          agronomía mesoamericana 20(2):311-317. 2009
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amplificación, lo que se obvia con el PCR múltiple 
(Urasaki et al. 2002b). 
La  apﾭliﾭcabiﾭliﾭdad  deﾭl  método  deﾭ  Deﾭpﾭuty  et  al. 
(2002) pﾭara la deﾭteﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭl seﾭxo deﾭ pﾭlantas deﾭ 
papaya de diferentes genotipos ha sido demostrada en 
Hawaiﾭ (Deﾭpﾭuty et al. 2002) y Fiﾭliﾭpﾭiﾭnas (magdaliﾭta y 
Mercado 2003). Sin embargo, en Colombia, Chaves y 
nuñeﾭz (2007) iﾭndiﾭcaron queﾭ eﾭl uso deﾭ iﾭmpﾭriﾭmadoreﾭs deﾭ 
Pcr deﾭsarrollados a pﾭartiﾭr deﾭ geﾭnotiﾭpﾭos deﾭ pﾭapﾭaya deﾭ 
otras localiﾭdadeﾭs falló cuando seﾭ apﾭliﾭcaron a geﾭnotiﾭpﾭos 
localeﾭs y concluyeﾭron queﾭ eﾭs neﾭceﾭsariﾭo valiﾭdar los mé-
todos deﾭ seﾭxado deﾭ pﾭlantas con los mateﾭriﾭaleﾭs localeﾭs.   
En el híbrido “Pococí” la población resultante sigue 
una relación 1:1 femeninas-hermafroditas. Los machos 
están ausentes, lo que abre la posibilidad de emplear el 
método deﾭ Deﾭpﾭuty et al. (2002) pﾭara diﾭfeﾭreﾭnciﾭar eﾭntreﾭ 
plantas  hermafroditas  y  hembras  de  este  híbrido  en 
eﾭtapﾭas teﾭmpﾭranas deﾭl deﾭsarrollo deﾭ las pﾭlantas.
el pﾭreﾭseﾭnteﾭ trabajo tuvo como objeﾭtiﾭvos: 1) valiﾭ-
dar eﾭl método deﾭ Deﾭpﾭuty et al. (2002) pﾭara la deﾭteﾭr-
minación  de  sexo  en  plantas  de  papaya  del  híbrido 
“Pococí”; 2) comparar dos métodos de extracción de 
ADN, CTAB (Rogers y Bendlich 1988) y NaOH (GE 
Healthcare  2005),  con  el  propósito  de  disminuir  el 
tiﾭeﾭmpﾭo neﾭceﾭsariﾭo pﾭara pﾭroceﾭsar una mueﾭstra y 3) eﾭsta-
bleﾭceﾭr la concordanciﾭa eﾭntreﾭ la deﾭteﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭl seﾭxo 
por PCR y  la morfología floral.
materiales y mÉtodos
Material vegetal
Se recolectaron hojas de 1500 plántulas de inver-
nadeﾭro deﾭ treﾭs seﾭmanas deﾭ eﾭdad y deﾭ 146 pﾭlantas eﾭn 
estado de prefloración en el campo del híbrido “Poco-
cí”. ambos mateﾭriﾭaleﾭs pﾭroviﾭniﾭeﾭron deﾭ la estaciﾭón ex-
pﾭeﾭriﾭmeﾭntal agrícola Fabiﾭo Baudriﾭt moreﾭno  (eeFBm)   
eﾭn alajueﾭla, costa riﾭca eﾭn eﾭl año 2007. 
La eﾭxtracciﾭón deﾭ aDn seﾭ eﾭfeﾭctuó eﾭn eﾭl ceﾭntro deﾭ 
inveﾭstiﾭgaciﾭoneﾭs agronómiﾭcas (cia).
1. Extracción del ADN con CTAB
Para la eﾭxtracciﾭón deﾭ aDn con cTaB (bromuro deﾭ 
ceﾭtriﾭl-triﾭmeﾭtiﾭl amoniﾭo) seﾭ siﾭguiﾭó eﾭl método deﾭscriﾭto pﾭor 
Rogers y Bendlich (1988), con algunas modificaciones. 
Secciones de hoja de 1 cm² de tamaño se colocaron en 
un tubo Eppendorf plástico de 1,5 ml. Luego se agregó 
niﾭtrógeﾭno líquiﾭdo y seﾭ maceﾭró eﾭl teﾭjiﾭdo con la ayuda deﾭ 
un taladro manual al que se le colocó un pistilo plástico. 
Al macerado resultante se adicionaron 300 μl de amor-
tiguador de extracción CTAB (CTAB 2 %, Tris-HCl 
0.2m, 0.05m eDTa, 2.0m nacl) y la meﾭzcla seﾭ iﾭncubó 
a 65 ºc pﾭor 30 miﾭn. Posteﾭriﾭormeﾭnteﾭ seﾭ agreﾭgaron 300 
μL de cloroformo-fenol-alcohol isoamílico (25:24:1) y 
seﾭ meﾭzcló suaveﾭmeﾭnteﾭ pﾭor iﾭnveﾭrsiﾭón. Para seﾭpﾭarar las 
faseﾭs seﾭ ceﾭntriﾭfugó a 12.000 rpﾭm duranteﾭ 15 miﾭn y seﾭ 
transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf. Se 
repitió la extracción orgánica con cloroformo-fenol-al-
cohol isoamílico y se recuperó la fase acuosa, a la que 
seﾭ leﾭ agreﾭgaron 20 µl deﾭ naoac 3,0 m (pﾭH 5,2) y 300 
μl de isopropanol frío, para la precipitación del ADN. 
La mezcla se dejó reposar a -20 ºC durante la noche. 
Lueﾭgo seﾭ ceﾭntriﾭfugó pﾭor 15 miﾭn a 13.000 rpﾭm y seﾭ eﾭliﾭ-
miﾭnó eﾭl sobreﾭnadanteﾭ. el pﾭreﾭciﾭpﾭiﾭtado seﾭ lavó dos veﾭceﾭs 
con 70 µl de etanol frío al 70 % y se centrifugó durante 
5 min (cada vez) a 13.000 rpm. El precipitado final 
se secó en una cámara de flujo laminar y se rehidrató 
en 40 μL de agua doble destilada-doble autoclavada. 
Posteﾭriﾭormeﾭnteﾭ seﾭ pﾭreﾭpﾭaró una diﾭluciﾭón 1:10 eﾭn agua 
pﾭara su uso eﾭn Pcr. La caliﾭdad y reﾭndiﾭmiﾭeﾭnto deﾭl aDn 
genómico se determinó en un gel de agarosa al 1 % co-
rriﾭdo eﾭn TBe 0.5X (Triﾭs 10 mm, Borato 20 mm, eDTa 
1,0 mm) y teﾭñiﾭdo con bromuro deﾭ eﾭtiﾭdiﾭo.
2. Extracción de ADN con NaOH
al iﾭgual queﾭ eﾭn eﾭl método anteﾭriﾭor, seﾭ colocaron 
secciones de hoja de 1 cm²  en  tubos Eppendorf plás-
tiﾭcos deﾭ 1,5 ml. seﾭgún la meﾭtodología deﾭscriﾭta pﾭor ge 
Healthcare (2005), se agregaron 150 µl de NaOH 0,25 
M con 0,1 % Tween 20 v/v a cada tubo y se maceró 
cada mueﾭstra con la ayuda deﾭ un taladro manual al queﾭ 
se le colocó un pistilo plástico. Al macerado resultante 
se adicionaron 150 µl de solución neutralizadora (80 
mM Tris-HCl, pH 8,0, 1,0 mM EDTA) y la mezcla se 
iﾭncubó a 70 ºc duranteﾭ 30 miﾭn. Para seﾭpﾭarar las faseﾭs 
seﾭ ceﾭntriﾭfugó a 12.000 rpﾭm duranteﾭ 15 miﾭnutos y seﾭ 
transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo. Esta se dilu-
yó eﾭn agua eﾭn una reﾭlaciﾭón 1:25 pﾭara su uso eﾭn eﾭl Pcr. 
La caliﾭdad y reﾭndiﾭmiﾭeﾭnto deﾭl aDn geﾭnómiﾭco eﾭxtraído 
seﾭ deﾭteﾭrmiﾭnó deﾭ la miﾭsma maneﾭra queﾭ con eﾭl método 
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Determinación del sexo mediante PCR
La reacción de amplificación por PCR del ADN 
extraído de muestras foliares de plantas de papaya hí-
briﾭdo “Pococí” pﾭroveﾭniﾭeﾭnteﾭs deﾭ iﾭnveﾭrnadeﾭro y campﾭo, 
con ambas meﾭtodologías deﾭ eﾭxtracciﾭón,  seﾭ reﾭaliﾭzó deﾭ 
acueﾭrdo al pﾭrotocolo deﾭscriﾭto pﾭor Deﾭpﾭuty et al. (2002). 
seﾭ  eﾭmpﾭleﾭaron  los  iﾭmpﾭriﾭmadoreﾭs  W11-F  (cTgaT-
ggcgTgTgTggcTcTa),  W11-r  (cTgaTgcgT-
gaTcaTcTacT),  T1-F  (TgcTcTTgaTaTgcTc-
TcTg) y T1-r (TaccTTcgcTcaccTcTgca) eﾭn 
una reﾭacciﾭón deﾭ Pcr múltiﾭpﾭleﾭ. La reﾭacciﾭón fueﾭ lleﾭvada 
a cabo en un volumen total de 25 μl con una concentra-
ción final de 1X de amortiguador de reacción de PCR 
(Tris-HCl 75 mM pH 8,8; (NH4)2 so4 20 mm y 0,01 
% de gelatina), 1,7 mM MgCl2, 0,16 mM dNTP, 0,18 
µM de cada imprimador, 0,8 mg/ml BSA, una unidad 
deﾭ Taq ADN polimerasa y 4 μl de una dilución 1/10 de 
aDn pﾭara mueﾭstras pﾭroceﾭsadas con eﾭl pﾭrotocolo deﾭ eﾭx-
tracciﾭón deﾭ cTaB y deﾭ 1:25 pﾭara aqueﾭllas con eﾭl pﾭro-
tocolo deﾭ naoH (apﾭroxiﾭmadameﾭnteﾭ eﾭntreﾭ 10 y 50 ng 
deﾭ aDn). Los reﾭactiﾭvos utiﾭliﾭzados fueﾭron deﾭ la marca 
comercial Fermentas UAB, Life Sciences, Lithuania. 
Las amplificaciones se realizaron en un termociclador 
Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2.400 y consis-
tiﾭeﾭron deﾭ una deﾭsnaturaliﾭzaciﾭón iﾭniﾭciﾭal a 95 ºc pﾭor treﾭs 
miﾭnutos, seﾭguiﾭda pﾭor 30 ciﾭclos deﾭ 95 ºc pﾭor un miﾭn, 
58 ºC por un minuto,  72 ºC por dos minutos y un pe-
ríodo final de extensión a 72 ºC por siete minutos. Los 
productos de la reacción de amplificación fueron vi-
sualizados en geles de agarosa al 1,6 % peso/volumen 
preparados en 0,5X TBE (Tris 10 mM, Borato 20 mM; 
EDTA 1,0 mM) suplementados con 1 μl de bromuro 
deﾭ eﾭtiﾭdiﾭo (10 mg/ml). La eﾭleﾭctroforeﾭsiﾭs seﾭ reﾭaliﾭzó a 70 
V durante 1,5 horas. Las bandas se observaron con luz 
UV en un transiluminador Kodak EDAS 290.
Evaluación en campo de las  plantas hermafroditas 
sexadas
Una  veﾭz  seﾭxadas,  seﾭ  traspﾭlantaron  a  campﾭo  360 
plántulas  hermafroditas  en  la  zona  de  San  Carlos, 
alajueﾭla. el maneﾭjo agronómiﾭco deﾭ las pﾭlantas fueﾭ eﾭl 
utiﾭliﾭzado pﾭor eﾭl pﾭroductor eﾭn su pﾭlantaciﾭón. al momeﾭnto 
de la floración, aproximadamente dos meses después de 
la siﾭeﾭmbra, seﾭ deﾭteﾭrmiﾭnó morfológiﾭcameﾭnteﾭ eﾭl seﾭxo deﾭ 
cada una deﾭ las pﾭlantas eﾭstableﾭciﾭdas eﾭn eﾭl campﾭo.
Los datos totaleﾭs deﾭ seﾭxado pﾭor Pcr seﾭ someﾭtiﾭeﾭ-
ron a una prueba de chi-cuadrado para determinar si la 
relación  hermafroditas:hembras  determinada  corres-
pondía a la proporción 1:1 esperada para el híbrido 
“Pococí”. 
resUltados
el aDn eﾭxtraído con ambos métodos, cTaB y 
NaOH,  resultó  adecuado  para  su  amplificación  me-
diﾭanteﾭ Pcr. cada mueﾭstra pﾭreﾭseﾭntó eﾭl miﾭsmo pﾭatrón 
deﾭ  bandas,  iﾭndeﾭpﾭeﾭndiﾭeﾭnteﾭ  deﾭl  método  deﾭ  eﾭxtracciﾭón 
(Figura 1). La reacción de amplificación produjo los 
fragmeﾭntos  deﾭl  tamaño  eﾭspﾭeﾭrado,  1.300  pﾭb  pﾭara  la 
combinación  de  imprimadores  T1-F  y  T1-R  y  800 
pﾭb pﾭara la combiﾭnaciﾭón W11-F/W11-r. Las pﾭlantas 
hermafroditas  presentaron  el  patrón  de  dos  bandas, 
1.300 y 800 pb respectivamente; mientras que en las 
plantas hembra un patrón de una sola banda de 800 pb, 
independientemente del estado de desarrollo: plántulas 
de invernadero (Figura 2a) o en prefloración en campo 
(Fiﾭgura 2b). La apﾭliﾭcaciﾭón deﾭ la técniﾭca deﾭ Pcr pﾭara 
la deﾭteﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭl seﾭxo deﾭ 145 pﾭlantas deﾭ pﾭapﾭaya 
deﾭ seﾭxo conociﾭdo pﾭroveﾭniﾭeﾭnteﾭs deﾭl campﾭo, mostró una 
coincidencia del 96 % entre PCR y la morfología floral 
(cuadro 1).
Deﾭbiﾭdo a queﾭ la meﾭtodología deﾭ eﾭxtracciﾭón con 
NaOH resulta más barata y es más rápida, se procedió 
Figura 1.   Productos  deﾭ  Pcr  obteﾭniﾭdos  a  pﾭartiﾭr  deﾭ  aDn 
extraído de hojas de papaya del híbrido “Pococí” 
deﾭ pﾭlantas deﾭ iﾭnveﾭrnadeﾭro, meﾭdiﾭanteﾭ los métodos 
deﾭ  liﾭsiﾭs  alcaliﾭna  naoH  (ceﾭldas  1,  3,  5,  7,  9)  y 
CTAB (celdas 2, 4, 6, 8, 10. Patrón de doble banda 
corresponde  a  plantas  hermafroditas,  patrón  de 
una banda a pﾭlantas feﾭmeﾭniﾭnas. ceﾭlda 11, control 
negativo sin ADN. M = Marcador molecular de 
100 bpﾭ. ceﾭntro deﾭ inveﾭstiﾭgaciﾭoneﾭs agronómiﾭcas 
(cia). san José, costa riﾭca. 2007.issn: 1021-7444          agronomía mesoamericana 20(2):311-317. 2009
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a  extraer el ADN de muestras foliares de plántulas en 
invernadero  (n=1.500)  con  esta  metodología.  Poste-
riﾭormeﾭnteﾭ seﾭ pﾭroceﾭdiﾭó a deﾭteﾭrmiﾭnar su seﾭxo meﾭdiﾭanteﾭ 
el PCR múltiple (Figura 2a). Un 46 % de las plántulas 
resultaron  hermafroditas  y  un  54  %  hembras.  Esta 
proporción no varió significativamente de la relación 
1:1  esperada,  según  la  prueba  de  chi-cuadrado  (p= 
0,4237).
Las plantas hermafroditas fueron llevadas a cam-
po donde al momento de la floración se determinó su 
seﾭxo. La correﾭspﾭondeﾭnciﾭa eﾭntreﾭ eﾭl seﾭxado pﾭor Pcr y la 
expresión sexual en campo fue de un 98 %.
discUsión
La técniﾭca deﾭ Pcr pﾭara la deﾭteﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭ seﾭxo 
eﾭn pﾭapﾭaya con iﾭmpﾭriﾭmadoreﾭs deﾭriﾭvados deﾭ marcadoreﾭs 
raPDs  liﾭgados  al  geﾭn  Sex  1  (Deﾭpﾭuty  et  al.  2002), 
permitió  la  diferenciación  de  plantas  hermafroditas 
y hembras del híbrido “Pococí”, mejorado en Costa 
riﾭca. estos reﾭsultados coiﾭnciﾭdeﾭn con los obteﾭniﾭdos eﾭn 
Hawaiﾭ (Deﾭpﾭuty et al. 2002) y eﾭn Fiﾭliﾭpﾭiﾭnas (magdaliﾭta 
y Mercado 2003). En Colombia, sin embargo, Chaves 
y nuñeﾭz (2007) iﾭndiﾭcaron queﾭ eﾭl método no fueﾭ apﾭliﾭca-
bleﾭ a los geﾭnotiﾭpﾭos deﾭ pﾭapﾭaya cultiﾭvados eﾭn eﾭseﾭ pﾭaís. 
Las condiﾭciﾭoneﾭs deﾭ Pcr y la caliﾭdad deﾭ reﾭactiﾭvos 
influyen en la amplificación por PCR  de las diferen-
teﾭs reﾭgiﾭoneﾭs deﾭl aDn, lo queﾭ pﾭodría eﾭxpﾭliﾭcar la falta 
deﾭ pﾭroducto deﾭ Pcr cuando seﾭ eﾭmpﾭleﾭó eﾭl aDn deﾭ 
los geﾭnotiﾭpﾭos colombiﾭanos. en adiﾭciﾭón, las condiﾭciﾭo-
nes óptimas para realizar la amplificación varían de 
acueﾭrdo a  la  caliﾭdad y  cantiﾭdad deﾭl aDn,  eﾭs  deﾭciﾭr, 
están  relacionadas  con  el  método  de  extracción  del 
aDn. alteﾭrnatiﾭvameﾭnteﾭ, diﾭfeﾭreﾭnciﾭas  geﾭnétiﾭcas (eﾭn la 
seﾭcueﾭnciﾭa deﾭl aDn) eﾭntreﾭ los mateﾭriﾭaleﾭs colombiﾭanos 
y los eﾭmpﾭleﾭados pﾭor  Deﾭpﾭuty et al (2002), eﾭn la reﾭgiﾭón 
deﾭ uniﾭón deﾭ los iﾭmpﾭriﾭmadoreﾭs utiﾭliﾭzados pﾭara  Pcr, 
harían  que  los  iniciadores  no  funcionaran  con  los 
pﾭriﾭmeﾭros mateﾭriﾭaleﾭs. Deﾭpﾭuty et al (2002) eﾭmpﾭleﾭaron 
materiales hawaianos en su trabajo original. El padre 
del híbrido “Pococí” es de ascendencia hawaiana del 
grupﾭo “solo”  (mora y Boganteﾭs 1999-2002), deﾭ ma-
nera que existe una relación genética entre el híbrido 
“Pococí”  y  los  genotipos  hawaianos.  Los  cultivares 
hawaianos son genéticamente muy similares (Stiles et 
al. 1993). Deﾭpﾭuty  et al. (2002) y magdaliﾭta y meﾭrcado 
(2003), siﾭn eﾭmbargo, apﾭliﾭcaron con éxiﾭto eﾭl método 
deﾭ seﾭxado a pﾭlantas deﾭ pﾭapﾭaya deﾭ diﾭfeﾭreﾭnteﾭs aceﾭrvos 
geﾭnétiﾭcos. 
ambos métodos deﾭ eﾭxtracciﾭón deﾭ aDn eﾭvaluados 
permitieron la obtención de ADN de papaya amplifi-
cableﾭ meﾭdiﾭanteﾭ Pcr. el método deﾭ liﾭsiﾭs alcaliﾭna con 
naoH pﾭreﾭseﾭntó variﾭas veﾭntajas sobreﾭ eﾭl método con 
CTAB, entre ellas fácil implementación e inocuidad, 
pﾭueﾭs no utiﾭliﾭza reﾭactiﾭvos corrosiﾭvos niﾭ pﾭeﾭliﾭgrosos pﾭara 
la salud como eﾭl feﾭnol y eﾭl cloroformo, bajo costo y 
rapﾭiﾭdeﾭz ya queﾭ seﾭ neﾭceﾭsiﾭta deﾭ solameﾭnteﾭ 30 miﾭnutos eﾭn 
comparación con un mínimo de dos horas para el mé-
todo con CTAB. Esto representa un ahorro sustancial 
deﾭ tiﾭeﾭmpﾭo eﾭn la pﾭreﾭpﾭaraciﾭón deﾭ las mueﾭstras y faciﾭliﾭta 
su  procesamiento a gran escala. Ventajas que han sido 
Cuadro 1.   Deﾭteﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭ seﾭxo eﾭn pﾭlantas deﾭ pﾭapﾭaya deﾭl 
híbrido Pococí, mediante PCR y morfología floral 
(145 mueﾭstras eﾭvaluadas). san José, costa riﾭca. 
2007.
Tipo de planta pcr Morfología floral
Heﾭrmafrodiﾭtas 82 77
Feﾭmeﾭniﾭnas 63 68
Figura 2.   Amplificación por PCR múltiple del ADN extraído 
de muestras foliares de plántulas de invernadero 
deﾭ treﾭs seﾭmanas deﾭ eﾭdad  (a)  y  pﾭlantas deﾭ campﾭo 
(b) del híbrido “Pococí”. Patrón de doble banda 
corresponde  a  plantas  hermafroditas,  patrón  de 
una banda a pﾭlantas feﾭmeﾭniﾭnas. ceﾭlda 11, control 
negativo  sin ADN,  M=  Marcador  molecular  de 
100bpﾭ.  ceﾭntro  deﾭ  inveﾭstiﾭgaciﾭoneﾭs  agronómiﾭcas 
(cia). san José, costa riﾭca. 2007. issn: 1021-7444          agronomía mesoamericana 20(2):311-317. 2009
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previamente señaladas por otros autores (Mathias et 
al. 2007, Deﾭ Jeﾭsús et al. 2005).
La coiﾭnciﾭdeﾭnciﾭa eﾭntreﾭ la pﾭreﾭdiﾭcciﾭón deﾭl seﾭxo pﾭor 
PCR y por morfología floral  fue entre un 96 % y un   
98 %, independientemente del estado de desarrollo de 
las plantas de papaya (plantas adultas o plántulas). Esto 
confirma que la técnica permite determinar el sexo de 
las pﾭlantas eﾭn eﾭstados teﾭmpﾭranos deﾭl deﾭsarrollo (treﾭs seﾭ-
manas deﾭ eﾭdad) y seﾭría útiﾭl pﾭara eﾭstableﾭceﾭr pﾭlantaciﾭoneﾭs 
comerciales con solo plantas hermafroditas, particular-
meﾭnteﾭ cuando la pﾭroducciﾭón seﾭ deﾭstiﾭna a la eﾭxpﾭortaciﾭón.
La utiﾭliﾭzaciﾭón deﾭ técniﾭcas moleﾭculareﾭs reﾭpﾭreﾭseﾭnta 
un costo diﾭreﾭcto pﾭara los pﾭroductoreﾭs y pﾭara quiﾭeﾭneﾭs 
se dedican a la producción de almácigos de papaya. 
su iﾭmpﾭleﾭmeﾭntaciﾭón deﾭntro deﾭl siﾭsteﾭma deﾭ pﾭroducciﾭón 
comercial  de  papaya  dependerá  de  la  relación  cos-
to/beneficio resultante de establecer plantaciones con 
mayores rendimientos comerciales (solo hermafrodi-
tas) eﾭn reﾭlaciﾭón a la reﾭducciﾭón deﾭ los costos iﾭndiﾭreﾭctos, 
como la iﾭnveﾭrsiﾭón deﾭ reﾭcursos y tiﾭeﾭmpﾭo pﾭara eﾭl manteﾭ-
nimiento de plantas hembra no deseadas. 
La técniﾭca deﾭ Pcr eﾭmpﾭleﾭada pﾭara la deﾭteﾭrmiﾭna-
ciﾭón deﾭ seﾭxo eﾭn pﾭapﾭaya tiﾭeﾭneﾭ tambiﾭén apﾭliﾭcaciﾭón deﾭn-
tro deﾭ los pﾭrogramas deﾭ meﾭjora geﾭnétiﾭca deﾭl cultiﾭvo, 
pﾭara la deﾭteﾭrmiﾭnaciﾭón deﾭl seﾭxo deﾭ las líneﾭas utiﾭliﾭzadas 
como pﾭadreﾭs eﾭn los cruzamiﾭeﾭntos pﾭara la obteﾭnciﾭón 
de  híbridos  y  en  la  micropropagación,  para  evaluar 
la estabilidad de las líneas hermafroditas producidas 
meﾭdiﾭanteﾭ eﾭsta técniﾭca.
en conclusiﾭón, la técniﾭca deﾭ Pcr valiﾭdada pﾭara 
identificar  el  sexo  de  plantas  de  papaya  en  estados 
tempranos de su desarrollo, podría ser una herramienta 
efectiva para planificar la producción de la fruta y ob-
tener mayor productividad por área. Su uso en la pro-
ducciﾭón comeﾭrciﾭal deﾭpﾭeﾭndeﾭ deﾭ queﾭ seﾭa costo/eﾭfeﾭctiﾭva. 
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